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OZET

Amacg: Bu calismada, hipertiroidili rat akciger dokusundaki oksidatif stres parametreleri {izerine daya-
niklilik egzersizinin etkisinin olup olmadiginin arastiriilmasi amaclandi.

Gerec ve Yontem: 23 adet Sprague-Dewley cinsi erkek rat dort gruba boliindii: Kontrol, hipertiroidi,
egzersiz ve hipertiroidi+egzersiz. Hipertiroidi, 250 ug /kg viicut agirhd@ dozunda subkutan L-Tiroksin
uygulamasi ile olusturuldu. Dayaniklilik egzersizi, haftada 5 giin olmak tlizere 8 hafta kosu bandinda 23
m/dk hizda 45 dakika kosturularak yaptirildi. Akciger doku homojenatlarinda malondialdehit (MDA) ve
nitrik oksit (NO) diizeyleri ve miyeloperoksidaz (MPO) aktiviteleri Slciildii.

Bulgular: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda en yiiksek malondialdehit ve en diisiik nitrik oksit diizey-
leri hipertiroidi grubunda go6zlendi. Ayrica kontrol grubu ile Kkarsilastirildidinda en yiiksek
miyeloperoksidaz aktivitesi egzersiz grubunda 6lgiildii. Bununla birlikte Slglilen tiim parametreler icin
gruplar arasi farkliliklar istatistiksel acidan anlaml diizeyde dedildi.

Sonuc: Deneysel hipertiroidi - egzersiz rat modelinde; hem 250 pg/kg dozunda L-tiroksin uygulamasi
ile hem de diizenli dayaniklilik egzersizi ile akciger dokusunda Olgiilen MDA, NO ve MPO degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir dedisikligin olmadigi goriilmektedir.

Anahtar sozciikler: Egzersiz; hipertiroidizm; malondialdehid; miyeloperoksidaz; nitrik oksid

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate whether there is any protective effect of a regular
endurance exercise on the L-Thyroxine-induced oxidative stress in lung tissue of rats.

Materials and methods: Twenty-three male Sprague Dawley rats were divided into four groups:
Control, hyperthyroidism, exercise, and hyperthyroidism plus exercise. Hyperthyroidism was induced in
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rats by injecting subcutaneous 250 ug L-Thyroxine / kg body weight/day. Endurance training consisted
of treadmill running at a speed of 23 m/minute, 45 minute /day, 5 days a week for 8 weeks. The levels
of malondialdehyde (MDA) and nitric oxide ( NO) and myeloperoxidase (MPO) activities were measured
in the lung homogenates.

Results: When compared to the control group, the highest MDA and the lowest NO levels were
observed in the hyperthyroidism group. In addition, the highest MPO activity was measured in the
exercise group when compared with control rats. However, the differences between groups were not
statistically significant for all parameters.

Conclusion: In the experiment of hyperthyroidism of training rat model; the results indicates that on
the statistical value there is no significant change which is examined of either endurance training or
injecting 250 ug L-Thyroxine / kg body weight parameters of MDA, NO, and MPO in lung tissue of rats

with hyperthyroidism.
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GIRIS

Tiroid bezi iki ®nemli hormon sentezler: 3, 5,
3’ trilyodotironin (Ts) ve 3, 5, 3’, 5’ tetraiyo-
dotronin (T,). Bu iki hormon basta karaciger
olmak uzere kalp, beyin, bobrek gibi bir ¢cok
hedef dokuda bazal metabolik hizin
diizenlenmesinde en O©Onemli faktOrlerdir.
Tiroid hormonlarimin enerji metabolizmasi
uzerindeki etkilerinin oksijen tiiketiminde,
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda ve
bazi mitokondriyal solunum zinciri
komponentlerinin aktivite ve sayisinda degi-
sikliklere sebep olarak mitokondriyal solu-
numu arttirma seklinde oldugu bilinmektedir
(1, 2). Hipertiroidi, tiroid hormonlarinin sen-
tezinin artisiyla olusan bir klinik tablodur. Bu
durumda kanda tiroid hormonlarinin artisina
bagli olarak metabolizma hizlanmakta, oksi-
jen tuketimi artmakta, enerji metabolizmasi
ve 1s1 olusumu normale nazaran daha ¢ok
uyarildiindan bazal metabolizma hizlan-
maktadir (3, 4). Mitokondri, saglikli bir doku-
da serbest oksijen radikallerinin tretildigi
ana kaynak olmasindan dolay1 serbest oksi-
jen radikallerinin iiretim hizi, mitokondriyal
oksijen tiiketim hizi ile direk olarak iliskili
olabilecedi ifade edilmistir (5). Hem Kklinik
hem de deneysel calismalar gdstermis ki
muhtemelen artmis mitokondriyal oksijen
tiketimine bagh olarak hipertiroidizm
oksidatif strese yol agmaktadir (6, 7).

Fiziksel egzersiz esnasinda artan oksijen
tiiketimi ve serbest radikal olusumu arasinda
bir iliskinin oldugu cesitli calismalarda ifade
edilmistir. Egzersiz, siddet ve siiresine bagl
olarak oksidatif strese neden olabilmektedir

(8-10). Bununla birlikte diizenli yapilan da-
yaniklilik egzersizinin serbest oksijen radikal-
lerinin olusumunu bir miktar artirmasina
radmen ayni zamanda vicuttaki antioksidan
sistemleri de uyararak antioksidan savunma-
y1 guclendirdigi rapor edilmistir (11, 12).

Bu calismada hipertiroidili ratlarin akciger
dokusundaki bazi oksidatif stres parametre-
leri tizerine duzenli dayanikhlik egzersizinin
bir etkisinin olup olmadidi arastirildi. Bu
amacla hipertiroidi olusturulan ratlarin akci-
der dokusu homojenatlarinda malondialdehit
(MDA), miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ve
nitrik oksit (NO) diizeyleri dlguldii ve kontrol
grubuyla karsilastirildi.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Atatiirk Universitesi Tibbi De-
neysel Arastirma ve Uygulama Merkezinden
temin edilen ve agdirliklari 200-220 dgram
arasinda degisen toplam 23 adet Sprague-
Dewley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar deney
oncesi tel kafeslerde 12 saat gece 12 saat
guindiiz sirkadiyan ritmde, ortam sicakligi 22
°C ve nem orani %50-60 olacak sekilde ba-
rindirildi ve beslendi.

Deney Yontemi

Deney hayvanlari kontrol (n=6), hipertiroidi
(n=5), egzersiz (n=6), ve hipertiroidi + eg-
zersiz (n=6) olmak uzere dort gruba ayrildi.
Kontrol grubu ratlara her gun 0.5 mL
subkutan izotonik NaCl ¢6zeltisi uygulandi ve
ratlar haftada 5 giin olmak tlizere 8 hafta
Kosu bandinda 2 m/dk hizda 5 dakika kostu-
ruldu.
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ikinci gruptaki ratlara (hipertiroidi grubu)
deney siiresince her giin 250 ug/kg dozunda
subkutan L-tiroksin enjeksiyonu yapildi (13).

Uciincii gruptaki ratlara (egzersiz grubu) her
gun 0.5 mL subkutan izotonik NaCl ¢ozeltisi
uygulandi ve haftada 5 giin olmak lizere 8
hafta kosu bandinda 23 m/dk hizda 45 daki-
ka kosturuldu.

Dorduncii  grupta, ikinci gruptaki gibi L-
tiroksin enjeksiyonu ile hipertiroidi olustu-
ruldu ve ratlar haftada 5 gun 8 hafta boyunca
kosu bandinda 23 m/dk hizla 45 dakika kos-
turuldu.

Doku Hazirlanisi ve Biyokimyasal
Analizler

Calisma sonucunda alinan akciger dokulari
sirasiyla, MPO  tayini icin  %0.5lik
“hexadecyltrimethyl ammonium bromide”
iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH
6) ile MDA ve NO analizleri icin %1.15°lik po-
tasyum Kloriir (KCl) ¢ozeltisi kullanilarak me-
kanik homojenizatér araciidr ile homojenize
edildi. Daha sonra 4°C'de 7800 x g'de 15
dakika santrifiij edildikten sonra stiperna-
tantlar esit bollstiirulerek -80°C'de derin
dondurucuda saklandi. Daha sonra elde edi-
len doku supernatantlarinda MDA (14), NO
tayinleri ve bu supernatantlarin +4°C'de
1000xg'de 10 dakika santrifijjlenmesiyle elde
edilen pelletlerinden ise MPO (15) tayini ya-
pildi. NO Olguimii ticari Kit kullanilarak, uretici
firmanin OJl¢giim talimatlarma goére yapildi
(Nitrate/Nitrite Assay Kit, Kat No:780001
Cayman Chemical). Total NO [nitrat (NO?) +
nitrit (NO)] tayin metodu, Griess reaktifi ile
olusan mor renkli azo bilesiginin 540 nm
dalga boyunda absorbansinin oOlgulmesi
prensibine dayaniyordu.

Kan TSH, FreeT3 ve FreeT4 dizeylerinin be-
lirlenmesi, ticari ELISA Kitleri (FeeT3 Kat. No:
CSB-E05076r, FreeT4 Kat. No: CSB-E05079r,

Hipertiroidili Rat Akciger Doku Parametreleri

TSH Kat No: CSB-E050115r, CUSABIO
BIOTECH) kullanilarak tiretici firmanm ol¢iim
onerileri dogrultusunda yapildi.

Istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler SPSS 18.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) programi ile yapildi. Verilerin
normal dagilimi Kolmogorov-Smirnov Z testi
analizi ile degerlendirildi ve p degeri <0.05
olan verilere logaritmik transformasyon uy-
gulandi. Gruplar arasi Kkarsilastirmalar One-
Way ANOVA Tukey Post Hoc testi kullanildi.
p<0.05 olan farkhiliklar istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

BULGULAK

Deney siiresince ratlarda meydana gelen kilo
degisiklikleri Tablo 1'de sunuldu. Hipertiroidi
grubundaki ratlarda ortalama 24 g’lik bir Kkilo
kaybinin oldugu gozlendi.

Calisma gruplarindaki ratlarin serum FreeT3,
FreeT4 ve TSH konsantrasyonlari Tablo 2'de
verildi. Kontrol grubundaki ratlarla karsilasti-
rnildiginda hipertiroidili ratlarin serum TSH
konsantrasyonlar1 anlaml diizeyde dusiikken
(p=0.05), FreeT3 ve FreeT4 konsantrasyon-
larinin ytiksek oldugu tespit edildi (sirasiyla
p=0.024 ve p=0.002). Hipertiroidili gruptaki
ratlarin hem Kkilo Kkayiplar1 hem de serum
troid hormonu parametrelerindeki anlaml
degisiklikler deneysel hipertiroidinin gercek-
lesmis oldugunu godstermektedir.

Akciger dokusunda ©6lclilen biyokimyasal
parametrelere ait sonuclar Tablo 3'deki gi-
bidir. Kontrol grubu ile karsuastirildiginda
en yuksek MDA ve en dustik NO diizeyleri
hipertiroidi grubunda gozlendi. Ayrica kont-
rol grubu ile karsilastinldiginda en ytiksek
MPO aktivitesi egzersiz grubunda o&lguldi.
Bununla birlikte Olculen tiim parametreler
icin gruplar aras: farkliliklar istatistiksel aci-
dan anlaml dvizeyde degildi.

Tablo 1. Deney Siiresince Ratlarin Kilo Degisiklikleri

Rat Viicut Agirhiklan (g)

Gruplar ilk Tartim Son Tartim Fark
(1.Giin) (8. Hafta)

Kontrol (n=6) 257 306 + 49

Hipertiroidi (n=5) 278 254 -24

Egzersiz (n=6) 231 261 + 30

Hipertiroidi + Egzersiz (n=6) 244 265 + 21
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Tablo 2. Calisma Gruplarindaki Ratlarin Serum FreeT3, FreeT4 ve TSH konsantrasyonlari.

Gruplar
Parametreler - — - - — -
Kontrol Hipertiroidi Egzersiz Hipertiroidi + Egzersiz
TSH (uwU/mL) 1.54+0.34 0.82+0.16 1.71+0.78 0.83+0.09
FTs (pg/mL) 2.07+0.31 2.96+0.47 2.44+0.59 2.89+0.45
FT, (pmol/L 7.99+0.79 11.23%+1.35 9.04+0.85 11.60+1.72

Tablo 3. Akciger Dokusunda Olgiilen Oksidatif Stres Parametresi Diizeyleri.

Gruplar
Parametreler Kontrol Hipertiroidi Egzersiz Hipertiroidi+ Egzersiz P
(n=6) (n=5) (n=6) (n=6)
MDA 2 11.2 5.5 15.0 = 2.1 13.9 = 3.0 13.3 £ 4.0 > 0.05
MPOP® 131.3 = 1.2* 134.4 + 1.1* 172.5 + 1.8* 145.8 = 1.5* > 0.05
NO @ 45+05 41+038 50x23 49+ 14 > 0.05

Sonuglar X+SD olarak verilmistir, * logaritmik transformasyon uygulanmis veriler

a: umol/gr yas doku, b: U/gr yas doku

TARTISMA

Tiroid hormonlarinin enerji metabolizmasi
uzerine etkisi oksijen tiuiketiminde, mitokon-
driyal oksidatif fosforilasyonunda ve bazi
mitokondriyal solunum zinciri komponent-
lerinin aktivite ve sayisinda degisikliklere yol
acarak mitokondriyal solunumu arttirma
seklindedir (16, 17). Hipertiroidide olusan
hipermetabolik durumun mitokondriyal elek-
tron transport zincirinde stiperoksid radikali-
nin olusumunda artisa yol actigi bildirilmistir.
Artan superoksid radikalleri lipid peroksidas-
yonunun baslamasinda rol oynayan radikal
tirlerinin olusumuna zemin hazirlamakta ve
mitokondride serbest radikal olusumunu
hizlandirmaktadir (17).

Serbest radikaller bir orbitalinde paylasil-
mamis elektron tasiyan oldukga reaktif atom
ve molekiillerdir (18). Serbest radikallerin
uretimi ve antioksidan savunma mekanizma-
larn arasindaki denge, serbest radikallerin
artisi ile bozuldugunda oksidatif hasar mey-
dana gelmektedir (19).

Egzersizin oksidatif stres ve antioksidan sis-
temi uUzerine etkisini arastiran calismalari
inceledigimiz zaman c¢ogunlukla aerobik
egzersiz formunun kullanildigi goriilmektedir
(20, 21). Metabolik aktiviteye bagl olarak,
oksijen kullanimi ve mitokondriyal elektron
transport zincirinden elektron sizintis1 art-
makta ve sonucta superoksid, hidrojen
peroksid, hidroksil radikalleri basta olmak
uzere bircok reaktif oksijen turit agiga cik-
maktadir (22). Oksidatif hasar tizerine yapi-

lan cok sayida calismada serbest radikallerin
aktivitelerinin artisinin bir gdstergesi olarak
MDA diizeylerinde belirgin bir artis oldugu
gosterilmistir (23). Mogulko¢ ve ark. (24)
calismalarinda hipertiroidili ratlarin beyin,
karaciger ve kalp doku MDA seviyelerinin
kontrol grubundan yiiksek oldugu ve bu arti-
sin istatistiksel olarak farkli oldugunu rapor
etmislerdir. Mano ve ark. (25) ve QGuerra ve
ark. (26) Graves’ (Hipertiroidi) hastalarinda
yapmis olduklar1 calismalarinda yine MDA
seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamli
derecede arttigini rapor etmistir. Bizim aras-
tirmamizda ise hipertiroidili ratlarin akciger
dokusu MDA duzeyi hafif bir artis gosterse de
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Honda (27) ve Bussemaker (28)in yapmis
olduklar1 calismalarda hipertiroidizm olustu-
rulan ratlarda endotelyal kaynakh NO ve ba-
zal NO diizeylerinin yikseldigini bildirilmis-
lerdir. Rodriguez-Gomez ve ark. (29) hiperti-
roidi olusturulan ratlarda plazma NO seviye-
lerinin arttiqini ifade etmistir. Mc Allister ve
ark. (30) ise deneysel olarak hipotiroidizm ve
hipertiroidizm olusturduklar ratlarn arteryal
damarlarinda NO olusumunun artis gosterdi-
dini rapor etmislerdir. Bizim arastirmamizda
ise tiim calisma gruplarinda dlgiilen akciger
dokusu NO diizeylerinde anlamli bir degisik-
lik tespit edilmemistir. Yaptigimiz literatiir
arastirmalarinda deneysel hipertiroidi-
egzersiz modelinde rat akciger dokusunda
Olcilmiis NO calismasi bulamadigimiz icin
kendi sonuclarimizi birebir karsilastiramadik.
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Miyeloperoksidaz, notrofil ve monositlerde
bulunmakta ve guicli bir oksidan olan
hipoklordz asid tireterek mikrobisidal aktivi-
tede gorev yapmaktadir (31, 32). ENREF 89
Gebska ve ark. (33) tarafindan yapilan bir
calismada endotoksemi sonrasi akciderlerde
l6kosit birikimi dolayisiyla 15 dakika icinde
MPO aktivitesi artarken diger dokularda bu
aktivite ancak 3 saat sonra tespit edilmistir.
Bizim calismamizda ise duzenli dayaniklilik
egzersizi yaptirllan grupta ortalama MPO
aktivitesi diger gruplara gore belirgin bir artis
aosterdi ancak bu artis istatistiksel olarak
anlaml diizeyde degildi.

Sonug olarak, deneysel hipertiroidi - egzersiz
rat modelinde; hem 250 pug/kg dozunda L-
tiroksin uygulamasi ile hem de diizenli daya-
niklilik egzersizi ile akciger dokusunda oIcii-
len MDA, NO ve MPO degerlerinde istatistik-
sel olarak anlamh bir degisikligin olmadidi
gorulmektedir.
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